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1 )新規F- アクチン結合蛋白質 (ABP140) の同定と精製
F ーアクチン結合蛋白質の同定は 125 1 標識 F- アクチンの blot overlay 法を用いておこなった。プロテアーゼ欠損
株 (BJ5457) の酵母細胞から調製した細胞質分画に， SDS-PAGE で、分子量が140kDa のバンドが認められ， この蛋
白質を ABP140と命名した。そして，酵母細胞の細胞質分画から， MonoS. hydroxyapatite，および TSKgelphenyl-
5PW カラムを用いた一連のカラムクロマトグラフィーの操作によって， ABP140を高度に精製した。
2) ABP140の一次構造の決定
同定した140kDa の蛋白質の部分アミノ酸配列の解析をおこない， 5 つのペプチドのアミノ酸配列と N末端とアミ
ノ酸配列を決定したO 出芽酵母のゲノムデータベースを検索したところ， N末端と 2 つのペプチドは第15染色体に存
在する ORF である YOR239w に， 2 つのペプチドは YOR240w に含まれていたo 1 つのペプチドは YOR239w の C




子量は71 ， 484 と計算された。また，既知のアクチン結合蛋白質とはホモロジーは認められなかった。
3) HA -ABP140融合蛋白質の作製
出芽酵母のゲノムから PCR 法を用いて ABP140をコードする DNA を単離し，酵母細胞 (BJ5457) に HA-ABP
140融合蛋白質を発現させた。この細胞の細胞質分画から， MonoS, hydroxyapatite, および Superdex200 カラムを
用いた一連のカラムクロマトグラフィーの操作によって， HA-ABP140融合蛋白質を精製した。
4) ABP140の性状解析
HA-ABP140融合蛋白質の精製標品を用いて，まず， 125 1 標識 F ーアクチンの blot overlay 法をおこなったところ，
SDS-PAGE で、 140kDa に結合活性を示した。また， ABP140の F- アクチンへの結合は myosin subfragment - 1 を
過剰量加えると阻害されたことから， ABP140は F ーアクチンの端ではなく側面に結合することが示された。つぎに，
HA-ABP140 と F- アクチンとの結合について，超遠心法(130 ， 000xg， 20分間)にて検討した。 HA-ABP は F­
アクチンと共に沈降し，そのモル比は 1 : 30であったO さらに， G ーアクチンに HA-ABP140を付加して重合させ，






に HA 融合 ABP140遺伝子を導入して強発現させた株を作製した。この酵母細胞を， HA モノクローナル抗体および
rhodamine-phalloidin で 2 重染色をおこなった後，蛍光顕微鏡で観察すると， ABP140はアクチンパッチとケーブル
に沿って局在することが明らかになった。
6) ABP140遺伝子と Rho 関連遺伝子との検討
私共は，出芽酵母の出芽過程が低分子量G蛋白質 Rho 1 p によって制御されていることを明らかにしているo さら
に， Rho 1 p の標的蛋白質の 1 っとして Bni 1 p を同定しており，この Bni 1 p は profilin に結合してアクチン細胞骨
格を制御していることを明らかにしている。そこで， Two-hybrid system を用いて ABP140が Rho 1 p, Bni 1 p , お




られない全く新しい蛋白質であった。 ABP140は in vitro で F ーアクチンと直接結合し， ~~~、架橋作用を有しており，
アクチン束形成に関与していることを明らかにした。さらに，蛍光免疫染色の結果から， m VIVO でもアクチンに直
接結合することが確認された。 ABP140遺伝子破壊株での遺伝的な検討では，細胞形態やアクチンの構造には変化は
みられなかった。しかしながら，アクチン結合蛋白質の中には ABP 1 の様に，単独の遺伝子破壊では変化はみられ
ないが，他のアクチン結合蛋白質の遺伝子の 2 重破壊によって致死性を示すものもあるため，今後の検討を要するo
論文審査の結果の要旨
本申請者は，本研究により， 125 1 標識 F ーアクチン blot overlay 法を用いて，出芽酵母から F ーアクチン結合蛋白
質 ABP140を精製し，その遺伝子を単離して一次構造を明らかにするとともに，性状についても解析した。その結果，
ABP140は他のアクチン結合蛋白質と類似性を認めない全く新しい蛋白質であること，および， F ーアクチンと直接
結合して F ーアクチンの束形成に作用していることを明らかにした。さらに，実際，酵母細胞において， ABP140 は
F ーアクチンと共にアクチンパッチとケーブルに局在することも明らかにした。
本研究は，実験結果自体の意義もさることながら，今後の発展性も期待できるものがあり，生命科学への貢献度が
極めて高い研究であると言えるo したがって，学位授与に値するものと考える O
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